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吉　田　雄　介
（横浜市立大学木原生物学研究所）
はじめに
1997年、私は横浜市立大学・木原生物学研究所・細胞遺伝学部門（蓮沼研究
室）に修士課程大学院生として入学し、光生物学の基礎研究をさせて頂くことに
なりました。気温、光、乾燥など外部環境情報を受け取り、的確にそれに応答す
ることは移動手段を持たない植物や菌類では重要になります。特に外部環境因子
の中でも光は光合成を行う植物にとって生命の維持を左右します。当時、蓮沼研
究室では、生物がどのように光を感じて、どのようなメカニズムで応答反応へと
導いているのかという光信号伝達機構の解明のために、植物（アラスカエンドウ
やシロイヌナズナなど）や糸状菌（アカパンカビ）を研究材料に用いて研究に取
り組んでいました。蓮沼先生の大学院生に対する指導方針は「自主性を重んじる
放任主義」でした。それゆえに多くの失敗や挫折、偶然による発見などさまざま
な出来事により、また多くの方々の支えにも恵まれ一連の研究成果を出すことが
できました。現在に至るまでの研究成果を通じて、多くの方々とのエピソードや
蓮沼先生のお人柄を僭越ながら紹介せて頂きたいと思います。
光信号伝達因子としてのNDK
私が大学院生として入学した当時、研究室ではNDKという因子についてその
機能や役割の解明を行っていました。NDKはヌクレオシド二リン酸キナーゼ
（Nucleoside diphosphate kinase）の略であり、光信号伝達過程の極初期に働くと
される信号伝達因子の候補として世界で初めて同定されました。アラスカエンド
ウ・アカパンカビから抽出した細胞膜画分に数秒間、光を照射すると自己リン酸
レベルが上昇する因子として、浜田徹さん、小田和司さん（現在　北陸先端科学
技術大学院大学助教）など先輩方の多大な努力により同定されました（１、２）。
このNDKタンパク質の酵素活性はヌクレオシド三リン酸（主にATP）のリン酸
基を他のヌクレオシド二リン酸（GDPやTDPなど）に転移して新たにヌクレオ
シド三リン酸を生成することです。動物ではNM23として知られ、癌転移を抑制
する因子として知られることから世界中の多くの研究者がNDKに関する研究に
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携わっています。その酵素活性から核酸代謝に関わる酵素と考えられてきました
が、NDKを完全に欠損した生物ではDNA複製が正常になされることから単に核
酸代謝を担う酵素でないことが明らかになっています。研究者によってはGTP
結合タンパク質など核酸を必要とする信号伝達因子に効率的に核酸を供給する信
号伝達補助因子ではないか？また、DNA結合活性があるので転写因子ではない
か？さらにDNA分解活性があるのでヌクレアーゼではないか？など生物種ごと
にさまざまな研究結果がありNDKに関する統一的な知見は未だに得られていま
せん。従って、参考となる知見がないため、生物種ごとに手探りでNDKの機能
解明を行っていかなければならないのです。蓮沼先生、小田和司さんにより順遺
伝学的手法を用いてNDKの自己リン酸化が著しく減少している変異株（psp株の
ちにndk-1P72H株）が単離されました（３）。さらにndk変異株はアカパンカビ光応
答反応の一部（光依存的子嚢殻極性やカロテノイド合成）に異常をきたすことが
見出され、遺伝学的にもNDKが光信号伝達過程に関与することが示されました。
蓮沼先生は教授としては珍しく自ら実験を行い、時には実験のため徹夜になるこ
ともあり、机の下に常備してある寝袋がそれを物語っていました。また、実験の
合間に研究所の周囲をジョギングされ、教授室のホワイトボードにはベストタイ
ムが記録されていました。先生はよく「研究は体力・精神力が絶対的に必要です」
と体力が研究の基本であると仰っていました。
研究室にて恒例のチゲ鍋会
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手探りの研究
当時、アカパンカビNDKはタンパク質として精製・単離されていましたが、
遺伝子としては単離されていませんでした。そこで小倉康裕さんがアカパンカビ
ndk遺伝子のクローニングに成功し、遺伝子レベルでの解析が可能となりました
（４）。このことにより ndk変異株のndk遺伝子が一アミノ酸置換変異（72番目の
プロリンがヒスチジンに置換）であることが分かりました（５）。そして助手の
矢部尚登先生の指導のもとモデル植物のシロイヌナズナでもNDKの解析が行わ
れることとなりました。NDKの関与する光信号伝達機構を解明するためのひと
つの手法としてNDKと相互作用する因子の同定を行う方法があります。そこで
私は矢部尚登先生、小倉康裕さんの指導のもとNDKと相互作用する因子の同定
をタンパク質レベルで行うことにしました。融合タンパク質を用いたPull down
assay 法やFar-western法、免疫沈降法などあらゆる手法を試みましたが確かな
候補因子は得ることができませんでした。並行して変異株を用いた遺伝学的解析
から NDKの関与する信号伝達経路解明の手掛かりを得ることにしました。その
結果、ndk変異株が熱ストレス、酸化ストレスに感受性を示すがことが小倉さん、
蓮沼先生の解析で明らかになりました（６）。この結果からNDKは光・熱・酸化
ストレス応答過程に関わることが示されました。以前から光、熱、酸化ストレス
すべてに応答性を示す因子としてカタラーゼの存在が知られていました。カタラ
ーゼは活性酸素のひとつである過酸化水素を水に還元する酵素で、細胞内で生じ
た過剰な活性酸素を分解する抗酸化因子として古くから知られていました。光、
熱、酸ストレスで誘導されるカタラーゼ活性がndk変異株では著しく低下してい
ることが分かり、さらにNDKタンパク質の部分精製分画にカタラーゼが含まれ
ることが明らかになりました（７）。時期同じくして、深松陽介さんによりシロ
イヌナズナNDK（AtNDK1）と相互作用する因子としてカタラーゼが酵母Two-
hybrid system法によりスクリーニングされました（８）。その後、詳細な遺伝学
的、生化学的解析からシロイヌナズナ、アカパンカビでNDKがカタラーゼと複
合体を形成し酸化ストレス応答に関与することが示されました。
偶然による発見
熱・酸化ストレス応答でのNDKの役割はカタラーゼとの相互作用で解釈がで
きるものの、光応答反応での役割は説明ができませんでした。しばらく研究は行
き詰まり、活路を見出せない日々が続きました。ちょうどその頃、酸化ストレス
応答試験の陽性対照としてsod欠損株を用いていました。SOD（スーパーオキシ
ドジスムターゼ）はカタラーゼ同様に抗酸化酵素のひとつでスーパーオキシドラ
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ジカルを過酸化水素へと還元する酵素です。ある日、実験を終えたフラスコをす
ぐに処分せず、卓上に放置したまま別の実験を行い、しばらくして戻るとsod欠
損株の入ったフラスコが鮮やかな赤色に変色していることに気付きました。アカ
パンカビ菌糸体は光を浴びると数時間でオレンジ色のカロテノイドを合成しま
す。この現象は「アカパンカビ」の名の由来となっています。実際、sod欠損株
の光照射後のカロテノイド量を測定すると野性株のそれと比べて明らかに上昇し
ていました。さらにndk変異株と同様に光依存的子嚢殻極性が欠損していること
が分かりました（９）。これらの結果を蓮沼先生に報告すると「普段から培われ
た観察力がなければ、この発見は見逃していた」と言われ、細かなことへの観察
が研究の基本であることを学びました。幸いにもこの「放置実験」が再び新たな
発見を導くことになります。アカパンカビ・光依存的カロテノイド合成経路は非
常にシンプルで転写因子であるWC（White Collar）-1,WC-2が光受容体として
働きカロテノイド合成系遺伝子の発現を促進します。飯草英雄さんの研究により、
このWC-1, WC-2に活性酸素が作用し光応答反応に影響を及ぼす可能性が考えら
れました（10）。その後、留学生の李範揆さん、王ニーヤンさんの研究からndkお
よびカタラーゼの欠損株が単離され、両者の光応答反応への関与が明らかにされ
ることとなります（11、12、13）。
ミュンヘン大学　T. Roenneberg教授、M. Merrow教授来訪
体内時計研究について議論（2003年）
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新たな展開と立ちはだかる壁
糸状菌であるアカパンカビは菌糸を一日あたり約４cmの速度で伸ばします。
菌糸体の伸長速度を計測するため「走行管」という特別に作られたガラス管を用
います。走行管の底面に寒天培地を敷き、培地上を菌糸が這って伸長していきま
す。ある日、熱ストレス試験を終えた実験が夜遅くなったこともあり、熱処理さ
れた走行管を、偶然にも室温、光条件が一定に保たれた研究室の卓上に放置して
帰宅してしまいました。翌日、走行管を見るとsod欠損株だけが周期的に胞子を
形成しながら走行管上を伸長しているのを発見しました。アカパンカビは恒常条
件下（暗所、一定温度）で自らの体内時計に従い自発的に約22時間周期で菌糸伸
長と胞子形成を繰り返します（胞子形成リズム）。走行管上で容易に観察できる
ことから体内時計研究のモデル生物としてアカパンカビが古くから用いられてき
ました。通常、栄養源の豊かな培地上では菌糸伸長を優先するため胞子形成リズ
ムは観察できません、しかし栄養源の乏しい培地上であれば胞子形成リズムを観
察することができます。ところが栄養源の豊かな培地上であっても熱処理、光照
射されたsod欠損株であればまるで引き金が引かれたように胞子形成リズムを自
発的に開始することを発見しました。さらに通常の栄養源の乏しい培地上では
sod欠損株は野生株より強く鮮明な胞子形成リズムを示しました（14）。これらか
ら細胞内活性酸素が体内時計にも関与することが示唆されました。体内時計の基
本メカニズムは時計遺伝子（因子）がネガティブフィードバックループ（振動体）
を形成し約24時間周期のリズムを作り出しています。この振動体が出力系を介し
て胞子形成リズムなどの概日リズムを作り出しています。アカパンカビでは
WC-1, WC-2とFRQ（frequency）がフィードバックループを形成しています。
前述したように、これまでの解析で細胞内活性酸素が光受容体でもあるWC-1,
WC-2に影響することを明らかにしています。これと同様なメカニズムで時計因
子としてのWC-1, WC-2にも作用している可能性が充分に考えられます。一方、
アカパンカビ時計遺伝子の欠損株（frq, wc-1, wc-2）は概日リズムを示しませんが、
sodとの二重欠損株によりリズムを形成するようになりました。これは既知の時
計機構の他に振動体があることを意味しています。当時、アカパンカビでは
WC/FRQが唯一の振動体であるとの考えが大多数を占め、複数の振動体の存在
を示す報告は黙殺されていました（ミュンヘン大学 Roenneberg教授らの研究も
複数の振動体の存在を示す研究であった）。このような状況下でこれまでの研究
成果をまとめた論文を雑誌社に投稿することとしました。いくつもの雑誌社に投
稿しましたが、査読後、猛烈な批判と到底不可能な追加実験を要求されリジェク
ト続きでした。その度に新たに実験を追加し論文を修正し再投稿しました。その
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間、複数の振動体の存在を示す報告が徐々になされるようになりました。そうし
た中、ある雑誌社に論文を投稿し、査読に回されました。一ヶ月、二ヶ月経って
も回答がきません。何度も雑誌社に状況を問いましたが返答がない状況下で、論
文を投稿して半年後、他の研究グループから私たちが行った研究と同じ内容の論
文が発表されてしまいました。結局、この時の論文はリジェクトされ、別の論文
誌に掲載されました。真相は未だに不明ですが蓮沼先生とともに「完敗」の悔し
い思いをしました。未踏の研究領域に踏み込むほどそれに対して研究者からの批
判は厳しくなります。まさにそれを実感しました。蓮沼先生は「批判される研究
をしてこそ良い研究である」と激励して下さり、悔しさをバネに研究に次の研究
に取り組むことにしました。その後、発表した論文は著名な論文誌の参考文献と
して徐々に引用され、最近、アカパンカビでは細胞内活性酸素が体内時計に関与
し、複数の振動体の存在が認められるようになりました。現在、細胞内活性酸素
による体内時計調節機構の詳細なメカニズムに解明を行っています。
自由な研究環境の下で
当初、菌類のNDKの解析を通じて光応答反応の解明を第一の目標にして研究
を行っていました。　しかし、実際の研究では本流から外れ、熱ストレス応答や
酸化ストレス応答、そして細胞内活性酸素、体内時計へと研究課題を変えていき
ました。一見、本流から外れているかと思われた研究は光→NDK→熱・酸化ス
トレス→カタラーゼ→活性酸素→光受容体→体内時計へと一つに繋がることが分
かり、結果的に多くの生命現象を明らかにすることができました。それを達成す
ることのできた一番の要因は研究領域、研究手法にこだわらず自由に研究を行う
ことのできる環境であったことにあると思います。そのような研究環境を与えて
下さった蓮沼先生には心から感謝致します。
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Gordon Research Conferences in USA Photosensory Perceptors and Signal Transduction
５列目左から３番目が蓮沼先生（2004年）
おわりに
蓮沼先生との12年間の研究生活を通じ、学術的なことはもちろんのこと研究
に対する本質的な「姿勢」を学びました。常に好奇心を持ち、新たな課題に全力
で取り組む姿勢です。先生自身が自ら研究をされ、実践されることで学生達はそ
の姿をみて、感じ取り研究に対する「姿勢」を学ぶことができました。日頃、先
生は自身の指導方針として「自主性を重んじる放任主義」と仰ってましたが、自
ら範を示すことが蓮沼先生の教育方法であったかと思います。蓮沼先生から学ん
だ多くのことを研究のみならず、人生において役に立てていきたいと思います。
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